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Somatostatin- und Gentamicin-induzierter Haarzellverlust
Yves Brand, Antje Caelers, Arianne Monge, Daniel Bodmer
Klinik für Ohren-, Nasen- und Halskrankheiten, Universitätsspital Basel, Basel
Somatostatin and Gentamicin-Induced
Auditory Hair Cell Loss
Introduction: Aminoglykosides, among other sub-
stances, can irreversibly damage hair cells. Somatostatin,
a peptide with hormone/neurotransmitter properties,
has neuroprotective effects by binding to its receptor. In
this study, we tested whether gentamicin can protect
hair cells from gentamicin-induced damage in vitro.
Methods: Expression of somatostatin receptor mRNA
in the rat cochlea was analysed by reverse tran-
scriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). Protection
of auditory hair cells from gentamicin was tested using
two different concentrations (1 mM and 5 mM, respec-
tively) of somatostatin.
Results: We detected somatostatin receptor-1 and -2
mRNA in the organ of Corti, spiral ganglion, and
stria vascularis by RT-PCR. Moreover, we could see sig-
nificantly less hair cell loss in the organs of Corti that
were pretreated with either 1 mM or 5 mM of somatosta-
tin as compared with samples treated with gentamicin
alone.
Discussion: Decreased hair cell loss in somatostatin-
treated samples provides evidence for a protective effect
of somatostatin in aminoglykoside-induced hair cell
death in vitro.
Zusammenfassung
Einführung: Aminoglykoside können Haarzellen irre-
versibel schädigen. Somatostatin, ein Peptid mit Eigen-
schaften von einem Hormon/Neurotransmitter, zeigt
einen neuroprotektiven Effekt durch die Bindung an
seinen Rezeptor. Wir untersuchten, ob Somatostatin
Haarzellen vor Gentamicin-induzierter Schädigung in
vitro schützen kann.
Material und Methoden: Mittels Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) wurde die Expres-
sion der Somatostatinrezeptor-mRNA in der Ratten-
cochlea analysiert. Der Einfluss von Somatostatin auf
die Gentamicin-induzierte Haarzellschädigung in vitro
wurde mittels zweier verschiedener Konzentrationen
(1 mM und 5 mM) Somatostatin geprüft.
Resultate: Wir konnten mittels RT-PCR Somatostatin-
rezeptor-1- und Somatostatinrezeptor-2-mRNA im Cor-
tischen Organ, im Spiralganglion und in der Stria
vascularis nachweisen. Des Weiteren konnten wir eine
signifikante Abnahme der Anzahl abgestorbener Haar-
zellen bei mit entweder 1 mM oder 1 mM Somatostatin
vorbehandelten Cortischen Organen im Vergleich zu
Cortischen Organen, welche mit Gentamicin allein be-
handelt wurden, feststellen.
Diskussion: Die Abnahme des Gentamicin-induzierten
Haarzellverlustes durch die Vorbehandlung der Cor-
tischen Organe durch Somatostatin ist ein Hinweis
für einen potektiven Effekt von Somatostatin auf den
Gentamicin-induzierten Haarzelverlust in vitro.
Einleitung
Die Erforschung von zellulären und biochemischen Me-
chanismen, welche zu einer Schädigung von Haarzellen
führen, hat in den letzten Jahren wesentliche Fort-
schritte erzielt [1, 2]. Aminoglykoside sind ein etablier-
tes Modell für die Induktion eines Haarzellschadens
[3, 4]. Somatostatin, ein Peptid mit Eigenschaften eines
Hormons/Neurotransmitters, zeigte in mehreren Stu-
dien eine wichtige Rolle beim Zelltod in der Retina [5, 6].
Zum Beispiel schützt die Aktivierung des Somatostatin-
rezptors-2 retinale Neuronen vor ischämischem Zell-
schaden [7]. Im Gegensatz zur Retina ist die Rolle des
somatostatinergen Systems im Innenohr weitgehend
unklar. Wir untersuchten, ob Somatostatinrezeptoren
in der Cochlea exprimiert werden und ob Somatostatin
in der Lage ist, Haarzellen vor Gentamicin-induziertem
Zelltod in vitro zu schützen.
Material und Methoden [8]
5–6 Tage alte Wistar-Ratten wurden euthanasiert
und das Cortische Organ, das Spiralganglion und die
Stria vascularis präpariert und in ein Kulturmedium
gegeben.
Für die Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Re-
action (RT-PCR) wurde nach dem Kultivieren der Stria
vascularis, des Cortischen Organs und des Spiralgang-
lions von drei jungen Wistar-Ratten die RNA isoliert.
Die totale RNA (1 mg) wurde in cDNA mittels reverser
Transkriptase umgewandelt. Mit spezifischen Primers
für den Somatostatinrezeptor-1 und Somatostatin-
rezeptor-2 wurde danach die RT-PCR durchgeführt. Die
Produkte der RT-PCR wurden mittels Elektrophorese
aufgeteilt und mit Ethidiumbromid gefärbt.
Um einen Haarzellschaden zu induzieren, wurde die
erste Gruppe von Cortischen Organen mit 0,5 mM Gen-
tamicin (Invitrogen) für 16 h kultiviert. Die zweite Gruppe
wurde für 4 Stunden mit Somatostatin vorbehandelt, die
Endkonzentration betrug 1 mM oder 5 mM. Nach dieser
Vorbehandlung wurde für 16 h mit Somatostatin und
kongressbeitrag
Schweiz Med Forum 2010;10;(Suppl. 54) 32 s
Gentamicin kultiviert. Die restlichen Cortischen Organe
wurden entweder nur in Kulturmedium (Kontrollgruppe)
oder mit Somatostatin allein kultiviert. Für jede Gruppe
wurden 10 Cortische Organe fixiert und die Haarzellen
mit Texas Red X-phalloidin (Molecular Probes, Eugene,
OR) gefärbt. Die Visualisierung erfolgte mittels eines
Fluoreszenzmikroskops (Olympus IX71). Die überleben-
den Haarzellen wurden randomisiert an drei verschie-
denen Stellen, jeweils in Sektionen entsprechend zu
20 inneren Haarzellen, im Bereich der basalen und mitt-
leren Windung der Cortischen Organe gezählt.
Resultate [8]
Wir konnten Somatostatin-Rezeptor-1- und Somato-
statin-Rezeptor-2-mRNA mittels RT-PCR von isolierter
totaler RNA im Cortischen Organ, im Ganglion und in
der Stria vascularis von 5 Tage alten Wistar-Ratten
nachweisen (Abb. 1A und B
x
).
Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der Anzahl
abgestorbener Haarzellen bei mit entweder 1 mM oder
5 mM Somatostatin vorbehandelten Cortischen Organen
im Verlgeich zu Cortischen Organen, welche mit Genta-
micin allein behandelt wurden (Abb. 2, 3
x
).
Diskussion
Die Abnahme des Gentamicin-induzierten Haarzellver-
lustes durch die Vorbehandlung der Cortischen Organe
mit Somatostatin ist ein Hinweis für einen protektiven
Effekt von Somatostatin auf den Gentamicin-induzier-
ten Haarzelverlust in vitro.
Abbildung 1A
Expression der Somatostatinrezeptor-1-mRNA in der Cochlea von
neugeborenen Ratten. Die Somatostatinrezeptor-1-RT-PCR ist 364 bp
lang mit dem Primerset A und 389 bp mit dem Primerset B. RNA
vom Gehirn wurde als positive Kontrolle verwendet. Als negative
Kontrolle wurde die Reaktion ohne Zugabe von RNA durchgeführt (N).
Die Länge des Markerproteins wurde in der Graphik markiert (M).
Abbildung 1B
Expression der Somatostatinrezeptor-2-mRNA in der Cochlea von
neugeborenen Ratten. Die Somatostatinrezeptor-2-RT-PCR ist 449 bp
lang. RNA von der Milz wurde als positive Kontrolle verwendet.
Als negative Kontrolle wurde die Reaktion ohne Zugabe von RNA
durchgeführt (N). Die Länge des Markerproteins wurde in der
Graphik markiert (M).
Abbildung 2
Fotografien von Phalloidin-behandelten Cortischen Organen.
Unbehandelte und mit 5 mM Somatostatin vorbehandelte
Cortische Organe zeigen drei regelrecht angeordnete äussere
und eine regelrechte angeordnete Reihe von inneren Haarzellen.
Mit Gentamicin behandelte Cortische Organe zeigen einen
signifikanten grösseren Haarzellverlust als mit 5 mM Somatostatin
und Gentamicin behandelten Cortische Organe.
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Aktuell ist wenig bekannt über die Rolle von Somatosta-
tin im Innenohr. somatostatinproduzierende Zellen
wurden im Saccus endolymphaticus und in der Stria
vascularis bereits in früheren Untersuchungen nachge-
wiesen [9, 10]. In dieser Studie konnten wir den Soma-
tostatinrezeptor-1 und -2 im Innenohr von jungen Rat-
ten nachweisen. Obwohl Somatostatin Haarzellen vor
dem Zelltod zu schützen vermag, führt es zu keinem
vollständigen Schutz vor dem Gentamicin-induzierten
Haarzellschaden. Die Konzentration von Somatostatin
nimmt von basal nach apikal in der Cochlea zu [10]. Pa-
rallel dazu zeigt sich, dass die Cochlea basal vulnera-
bler auf Aminoglykosid- und Cisplatin-induzierten Zell-
schaden ist [11]. Ob ein Zusammenhang zwischen
diesen zwei Beobachtungen besteht, bleibt jedoch un-
klar.
Unsere Daten beschränken sich auf In-vitro-Untersu-
chungen an neugeborenen Ratten, weil nur Cortische
Organe von neugeborenen Tieren für die Kultur präpa-
riert werden können. Die unreife Cochlea ist jedoch ein
etabliertes Modell für das Studium der Aminoglykosid-
toxizität [12]. Es ist denkbar, dass Somatostatin mit
Gentamicin interagieren könnte. Jedoch ist zu beach-
ten, dass die Konzentration von Somatostatin im mi-
kromolaren Bereich liegt, die von Gentamicin hingegen
im millimolaren Bereich. Der grosse Dosisunterschied
sowie die dosisabhängigen protektiven Eigenschaften
von Somatostatin sprechen gegen eine physikalische
Interaktion.
Aktuell sind keine Arbeiten über somatostatinindu-
zierte intrazelluläre Vorgänge in der Cochlea vorhan-
den. Arbeiten auf dem Gebiet der Retina zeigen, dass
der Somatostatinrezeptor eine Vielzahl von intrazellu-
lären Signalkaskaden aktivieren kann und weitere Stu-
dien im Bereich der Innenohrfoschung notwendig sind,
um die Rolle von Somatostatin im Innenohr besser zu
verstehen [13].
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Abbildung 3
Quantitative Analyse von überlebenden Haarzellen. Die Histogramme
zeigen eine signifikante Zunahme von überlebenden Haarzellen in
der Gruppe mit Somatostatin und Gentamicin im Verlgeich zu der
mit nur Gentamicin behandelten Gruppe. Für jede Gruppe wurden
jeweils 10 Cortische Organe analysiert, und die überlebenden
Haarzellen wurden randomisiert an 3 verschiedenen Stellen, jeweils
in Sektionen entsprechend zu 20 inneren Haarzellen, im Bereich
der basalen und mittlerenWindung der Cortischen Organe gezählt.
Die Ergenisse sind gemittelt auf 80 Haarzellen.
